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研究成果の概要： 
Yin Yang-1(以下 YY-1)は偏在する転写因子であり、様々な転写制御に関わっていると言われ
ています。YY-1 蛋白は多くの組織や細胞で同定されており、またその働きは組織や細胞で異な
ります。我々は以前 YY-1 蛋白が表皮基底層で強く発現され、上層に行くにつれて弱くなること
を確認しました。この結果を元に、YY-1 が表皮角化細胞の分化過程により重要な役割を担って
いるのではないかと考え、新たに 3D 培養法という手法と、角化細胞のセルラインである HaCaT
細胞を用い、研究を行いました。結果として、過発現した YY-1 は 3D 培養において、表皮の著
明な肥厚、分化の抑制、未分化状態の維持、及び分裂能の増加などを示しました。これらは、
通常の皮膚組織において、YY-1 が表皮基底層における角化細胞の未分化状態の維持と、上層で
の分化移行に重要な働きを示唆しています。 
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１．研究開始当初の背景 
表皮は自己分裂を繰り返し、細胞の発達お
よび分化過程を研究するために魅力的な臓
器です。表皮ケラチノサイトは、最下層に存
在し 1 層からなる基底層で、周期的な細胞分
裂の結果、誕生します。その後、娘細胞を表
皮上層へ移行させます。上層へ移行・移動し
た表皮ケラチノサイトは、細胞外からの様々
なシグナルや、非常に綿密に制御された遺伝
子転写調節による分化過程を経て、多角形か
ら徐々に扁平な形状へと変化していきます。
その結果、表皮に層状構造を構築し、最終的
には脱核した死細胞である角層細胞が重な
り合い、強固なバリアーである角層を形成し、
外部から体を守る働きをします。 
過去の研究の結果、この分化過程において、
表皮ケラチノサイトはそれぞれの分化段階
に特異的な分化遺伝子マーカーを発現する
ことが知られています。 
基底層の未分化角化細胞はケラチン 5(K5)と
14(K14)を発現し,分化が始まる有棘層では
K5,14 の発現が弱くなる代わりに、ケラチン
1(K1)とケラチン 10(K10)が誘導されるよう
になります。更に分化が進んだ顆粒層付近で
は、K1,10 の発現が弱くなり、角化に強く関
与すると言われるフィラグリン、インボルク
リン、ロリクリン（filaggrin、involcrin、
loricrin）などの転写が始まります。 
 
 
２．研究の目的 
in vitro で皮膚の三次元（3D）培養法は、
表皮ケラチノサイトの生物学と病理学研究
のために長い間使用され、かつ臨床的に適用
されていました。収縮させた真皮線維芽細胞
を含んでいるコラーゲンゲル上で、かつ表層
のみ空気に接し、下部より液体培地で培養さ
れる条件に置くことで、これらの細胞は層状
構造を形成して、最終的に分化を認めること
が示されました。今回の研究において、我々
は表皮ケラチノサイトの分化制御において
Yin Yang-1（以下 YY1）の役割を解明するた
めに、この 3D 培養システムを使用しました。
我々は、in vivo と in vitro で YY-1 タンパク
質が基底層の未分化ケラチノサイトで特に
高水準で発現し、上層へ向かう分化の過程で、
著しく減弱することを確認し、YY-1 が
loricrin 遺伝子に結合し、機能的にその転写
活性を抑制することを以前報告しました。こ
のことより、YY-1 は未分化表皮ケラチノサイ
トの遺伝子発現管理だけでなく、細胞の分化
過程をも管理もするかもしれないと考え、現
在の研究において、表皮ケラチノサイトのセ
ルラインである HaCaT 細胞を用いて、YY-1
の役割を調べました。 
 
 
３．研究の方法 
ヒト線維芽細胞を、タイプ I コラーゲンジ
ェル（Cellmatrix IA、新田ゼラチン）に混入
し、6well プレート（3mL/well）に注ぎ、37℃
で 30 分インキュベートします。その後、
HaCaT 細胞をゲル上に均一に撒き、一晩お
きます。使用する培地は、MCBD153 と
DMEM を 1:1 で混合した上で、抗生剤や
10%FBS、10ng/mLEGF などを混合し作製
しました。翌日、培養ゲルを滅菌された注射
針でプレートから分離され、ゲルが適当な大
きさに収縮するまで、2 日に 1 回の培地交換
は約 1 週間続けられました。その後、セルス
トレイナーを逆にセットし、収縮したゲルを
メッシュに置きました。培地はゲルの下端に
触れる程度で、表面は空気に触れる状態とし
ました。我々は、3D 培養に使用した HaCaT
細胞に YY-1 を形質導入し、YY-1 蛋白が過発
現したものを使用しました。行った実験は、
結果で得られた表皮肥厚の程度を実測で評
価し、ウエスタンブロッティング法や免疫組
織染色を用い、分化マーカーの発現状況を調
べたりました。また、細胞分裂能の変化を評
価するために、様々な手法を用い評価しまし
た。 
４．研究成果 
 
(1)図 1 に示したように、左列のコントロール
は時間経過とともに、層状構造を構築し、表
皮構造に擬態している状態を示しました。4-7
日では 3 層程度であったものの、徐々に肥厚
し 14 日目では 7-8 層となりました。分化過
程を経るにつれ、基底細胞層は立方的な形態
を示し、表層の細胞はより扁平な形状となり、
角化を連想させました。他方、YY-1 を過発現
している HaCaT 細胞の 3D 培養組織は、著
しく増殖し、表皮肥厚を示しました(図 1 右
列)。実測では、コントロールと比較して約 3
倍以上の表皮肥厚を示しました。 
 
 
図 1:コントロールと YY-1 過発現 HaCaT 細胞
の 3D培養組織による比較 
 
 
(2) 表皮ケラチノサイトの分化における
YY-1 の影響を評価するために、免疫ブロット
法を利用して、分化マーカーの評価を行いま
した。未分化な表皮ケラチノサイトで発現す
るマーカーである K14、分化の初期段階で発
現する K1、そして分化の後期で発現するイ
ンボルクリンを抗体として使用しました。図
2 で示すように、分化段階で発現するマーカ
ー遺伝子である K1 とインボルクリンは、コ
ントロールと比較して YY-1 が過発現してい
る HaCaT 細胞で著しく減少しました。 
 
図 2: YY-1過発現が HaCaT細胞の
分化マーカー遺伝子に与えるの影響 
(3) 次に、各層での表皮ケラチノサイトの分
化状況を評価するために、免疫組織染色を利
用して、分化マーカーの評価を行いました。
使用した分化マーカーは図 2のインボルクリ
ンと K14 に加え、分化の初期段階で発現する
K10、そして分化の後期で発現するフィラグ
リンを抗体として使用しました。K14 は両者
とも染色されていますが、YY-1(+)がほぼ全
層であるのに対し、コントロールでは基底層
付近で強く染まっています。コントロールで
は K10、フィラグリン、インボルクリンとそ
れぞれ本来発現する層で染まっている(図 3
左列)のに対し、YY-1(+)では全く染色されま
せんでした(図 3 右列)。 
 
図 3:3D培養を用いた YY-1が各層の分化に与
える影響を免疫組織染色にて評価 
 
(4)表皮の著明な肥厚は、細胞増殖能の増加を
示唆しました。YY-1 による細胞増殖への影響
を調べるために、単層の HaCaT 細胞による
BrdU 取り込み分析を行いました(図 4)。YY-1
過発現させた HaCaT 細胞は、コントロール
と比較して、10 倍以上高い BrdU 取り込みを
示しました。また、4 日目の 3D 培養組織を
細胞増殖のマーカー である Ki-67 で染色し、
コントロールは基底層付近で染色するのに
対し、YY-1 では全層で細胞増殖が亢進してい
るのが分かりました。これらの結果は、YY1
が分化過程の初期に表皮ケラチノサイト増
殖を促進していることを示します。 
 
図 4:BrdU試験による YY-1が HaCaT細胞の
増殖能に与える影響の評価 
 
 
図 5:細胞増殖マーカーKi-67による組織染色 
(５) 細胞増殖や細胞周期に関与するセルシグ
ナル関係のタンパク質発現量をウエスタン
ブロッティングにて評価しました。図 6 に示
すように、コントロールと比較すると、YY-1
過発現しているHaCaT細胞は細胞周期の進
行を阻害し、増殖抑制に働くといわれる
p21,16 は低下し、細胞分裂のG2/M期の促進
因子であるサイクリンB1は増加しています。
以上より、YY1 により細胞分裂と増殖が起こ
りやすい状態にあることが分かりました。 
 
図 6: 細胞周期・分裂能に対する YY-1 の影響
の評価 
 
我々は、3D 培養という手法によって、YY-1
が HaCaT 細胞の著明な肥厚を呈することを
示し、表皮ケラチノサイトを未分化な状態、
そして細胞増殖的な状態の維持を保つ重要
な役割があることを証明しました。 
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